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Description 

La presents invention concerns essentiellement un 
precede de fabrication de microparticules en emulsion 
par modification de la composition chimique de la phase 
dispersee aprfcs 6mulsification. Avantageusement, 
cette fabrication de microparticules est obtenue par 
reaction chimique ou physicochimique au sein de la 
phase dispersee d'une emulsion d'une substance ou 
d'un melange de substances, par modification de la 
composition chimique de la phase disperse apr£s 
6mulsification par incorporation d'un agent chimique 
essentiellement insoluble dans le liquide dispersant, 
pour provoquer ladite reaction. 

II est connu de former des microparticules par reac- 
tion chimique, par exemple, par les documents FR-A-2 
444 497 Mars, FR-A-2 527 438 CNRS, ou encore BIOE- 
TICA (= EP-A-0 381 543) qui d6crivent la preparation de 
microcapsules par reticulation interfaciale d'une solu- 
tion aqueuse de proteine ou d'un melange de proteine 
et de polysaccharide au sein d'une phase hydrophobe a 
I'aide d'un agent bifonctionnel tel que les dichlorures 
d'acides. 

Le document GB-A-1, 135,856 est relatif a un pro- 
cede de modification des alginates alkyieneglycol pour 
la formation d'agents de mise en suspension, d 'agents 
Hants et d'adh6sifs en particulier pour lier des mat6riaux 
en poudre ou granule, la formation de revStements de 
surface resistant a i'eau, des geiees eiastiques (page 2, 
iigne 121 a la page 3, ligne 104), ou dans les produits 
cosmetiques pour utiliser cette capacite liante. 

Ce document ne concerne done en aucune facon le 
domains technique de la fabrication de microcapsules 
ou microparticules contenant dans leur masse un poly- 
saccharide esterifie, par un procede en emulsion. 

II est egalement connu de fabriquer des microparti- 
cules par modifications physicochimiques a partir de 
solutions de polymeres mais il s'agit de procedes de 
coacervation dits de coacervation simple ou de coacer- 
vation complexe (document EP 0 273 823 A1 MERO 
ROUSSELOT SATIA, par exemple), selon que Ton fait 
irrtervenir respectivement un ou deux types de polyme- 
res. Dans ce document, la reaction de coacervation a 
lieu dans la phase dispersante conduisant ainsi a la for- 
mation d'une membrane qui se depose sur les goutte- 
lettes du liquide hydrophobe disperse ou sur les 
particules du solide disperse. Le precede decrit dans ce 
document est, par ailleurs, limite a ('encapsulation d'un 
liquide hydrophobe ou d'un solide, ('encapsulation d'une 
phase aqueuse n'etant pas possible. 

Le document US-A-4 217 370 RAWLINGS d6crit 
un procede de piegeage de microgouttelettes lipidiques 
dispersees dans une phase dispersante a base de 
substance proteique qui est precipitee par une modifi- 
cation de pH. Ainsi, ce proc6d6 consiste a emprisonner 
des gouttelettes dans une matrice rigidif i6e par precipi- 
tation de la phase dispersante. 

Le document US-A-4 187 194 WELLMAN d6crit un 



procede d'encapsulation par evaporation de solvant 

Le document US-A-4 497 593 SIMKIN est relatif a 
un precede classique de reticulation interfaciale selon 
lequel aucune modification chimique n'est realis6e au 

5 sein de la phase disperses 

La pr6sente invention permet de fabriquer des 
microparticules par une methode differente des metho- 
des classiques de reticulation interfaciale ou de coacer- 
vation simple et complexe. 

10 La pr6sente invention a pour but de realiser la fabri- 
cation de microparticules, en particulier de microcapsu- 
les, par un precede de fabrication extrfimement simple, 
peu couteux, presentant une bonne reproductible, 
done une bonne f iabilite, permettant de regler la dimen- 

15 sion des particules obtenues dans un large domaine de 
valeurs et surtout donnant la possibility d'eviter I'utilisa- 
ttoh d'agents reticularis bifonctionnels dont la presence 
residuelle ou les produits de reaction sort susceptibles 
de compromettre la biocompatibilite des microparticu- 

20 les ou microcapsules ainsi form6es. en le rendant ainsi 
tres competitif k rechelle industrielle et de preference 
adapte pour un usage cosmetique ou pharmaceutique 
ou encore alimentaire. L'invention a pour but de modifier 
ia composition chimique ou physicochimique de la 

25 phase dispersee pour fabriquer des microparticules. en 
particulier des microcapsules. °" 

La presente invention permet de r6soudre simulta- 
n6ment ces exigences. 

Ainsi, la presente invention fournit un procede de 

30 fabrication de microparticules, en particulier de micro- 
capsules, caracterise en ce que Ton prepare tout 
d'abord une solution essentiellement homogene d'une 
substance ou d'un melange de substances dans un sol- 
vant, que Ton realise une emulsion de la solution dans 

35 un liquide dispersant formant une phase continue dans 
lequel ladite substance ou ledit melange sort essentiel- 
lement insolubles, et formant une phase dispersee puis 
on declenche une reaction chimique ou physicochimi- 
que dans la phase dispersee par modification de la 

40 composition chimique in situ de ladite substance ou 
dudit melange dans la phase dispersee, en ajoutant un 
agent essentiellement non soluble ou non miscible dans 
ou k la phase continue, dans les conditions d'addition, 
en provoquant ainsi une modification de retat physico- 

45 chimique resultant en une insolubilisation de la subs- 
tance ou du melange de substances et en 
I'individualisation desdites microparticules, en presence 
du solvant de depart, lesdrtes microparticules etart 
ensuite recuperees. 

so L'objet de ia presente invention repose essentielle- 
ment sur la possibilite parfaitement nouvelle pour 
rhomme de Part d'etre capable de modifier la composi- 
tion chimique de la phase dispersee d'une emulsion 
apres que la dispersion ait 6t6 realisee et ceci par 

55 I'intermediaire d'agents non solubles ou non miscibles 
dans ou k ia phase continue. 

Selon une variante de realisation avantageuse, 
I'agent essentiellement non soluble ou non miscible 
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dans ou £ la phase continue, dans les conditions d'addi- 
tion, que Ton souhaite incorporer k ia phase disperse 
est present k T6tat dissous dans un solvant miscible au 
solvant de la phase dispersee et pr6sentant une affinity 
pour le liquide dispersant de la phase continue infe- 5 
rieure k I'aff infte vis-^-vis de la phase disperses. 

Seion une application particuliere, cette operation 
permet, de fagon tout k fait inattendue, de faire diffuser 
Tagent permettant le d6clenchement de la reaction k 
travers une phase hydrophobe jusque dans les goutte- 10 
lettes d'une solution aqueuse dispersee, alors qu'une 
solution aqueuse du m§me agent est parfaitement inef- 
ficace. 

Comme substance ou melange de substances utili- 
ses pour la realisation de la solution, on choisit de pre- is 
f6rence des prolines, des polysaccharides ou des 
acides nucieiques, des melanges de prolines, des 
melanges de polysaccharides ou des melanges de pro- 
lines et de polysaccharides, eventuellement avec des 
acides nucieiques. 20 

Comme prolines, on peut citer les prolines puri- 
nes suivantes : alpha-lactalbumine, b§ta-lactoglobu- 
line, cas&nes, ovalbumine, albumines animates, 
globulines sanguines, h6moglobine, fibrinogene, colla- 
g6ne, at6locollag6ne, gelatine, keratine, albumines 25 
v6getales, globulin es~v6g6tales, glut6nines, gliadine ; 
les extraits proteiques issus du lait, de la soie, des 
c6r6ales, des legumineuses, des algues, du poisson. 

Comme polysaccharides, on peut citer I'agar, Taga- 
rose, Tagaropectine, les carraghenanes, les alginates, 30 
les pectines, Tamylose, Tamylopectine, I'amidon, les 
amidons modifies, les galactomannanes (guar, 
caroube), le glucomannane, le konjac, les celluloses 
modifies, I'inuline, le xanthane, le dextrane, le cur- 
dlane, la gellane, le chitosan, les chondroTtines sulfates, 35 
Tacide hyaluronique, le dermatane sulfate, I'hgparane 
sulfate, Th6parine, le k6ratane sulfate. 

Comme acides nucieiques, on envisage Tacide 
ribonucieique et Tacide desoxyribonucieique. 

Comme reaction chimique, on envisage la forma- 40 
tion de liaisons covalentes en particulier des esterif ica- 
tions et des amidations ou la formation de liaisons 
ioniques entre les groupements ionisables d'une subs- 
tance ou d'un melange de substances. 

Comme faction physicochimique, on entend 45 
essentiellement des reactions telles que des reactions 
de coacervation, de precipitation, ou d'insolubilisation. 

Selon une autre variante de realisation avanta- 
geuse du proc6de, celui-ci est caracterise en ce que 
Tagent essentiellement non soluble ou non miscible pre- so 
cite dans ou k la phase continue conduit k une separa- 
tion de phase au sein de la solution initialement 
homogene de la phase dispersee, ou k une geiification 
de ladite solution de la phase dispersee ou k une perte 
de solubilite de la phase dispersee par condensation ou 55 
par polymerisation. 

Selon une autre variante de realisation avanta- 
geuse du proc6de, Tagent essentiellement non soluble 



ou non miscible pr6cite dans ou k la phase continue, 
dans les conditions d'addition, est un non solvant pour 
la substance ou le melange de substances solubili- 
s6e(s) dans le solvant de la phase dispersee, ou ledit 
agent conduit k une modification de pH, ou ledit agent 
comprend au moins un electrolyte, ou ledit agent com- 
prend au moins une molecule susceptible de r6agir 
avec la ou les substances dissoutes dans la phase dis- 
persee de Temulsion. 

Selon encore une autre variante de realisation 
avantageuse, le non solvant precite pour la substance 
ou le melange de substances solubilisee(s) dans le sol- 
vant de la phase dispersee. et essentiellement non mis- 
cible k la phase continue dans les conditions d'addition, 
provoque une insolubiiisation de la substance ou du 
melange de substances de la phase dispersee, en par- 
ticulier une geiification ou une coagulation. 

Selon encore une autre variante de realisation par- 
ticuliere, le non solvant precite est choisi parmi un 
alcool, en particulier un alcool inferieur en Cj-Ce. de 
preference Talcool ethylique, ou une cetone, en particu- 
lier une cetone irrferieure en C2-C 6 , de preference Tace- 
tone. 

Selon un premier mode de realisation avantageux, 
on realise les etapes sucessives suivantes : 

a) on prepare une solution aqueuse d'une subs- 
tance choisie parmi les acides nucieiques, une pro- 
teine ou un polysaccharide ou les divers melanges 
de ces substances ; 

b) on prevoit un liquide hydrophobe dans lequel la 
substance ou les substances precitees sort essen- 
tiellement insolubles ; 

c) on melange le liquide hydrophobe et la phase 
aqueuse pour former une emulsion dans laquelle la 
solution aqueuse est la phase dispersee et le 
liquide hydrophobe est ia phase continue ; 

d) on ajoute k Temulsion le non solvant de la subs- 
tance solubiiisee dans la phase dispersee, dans 
des proportions telles que ledit non solvant soit 
essentiellement non miscible k la phase continue 
en formant ainsi des microparticules par geiification 
ou coagulation ; 

e) on recueilie par des moyens de separation physi- 
que, par exemple par filtration, centrifugation ou 
d6cantation, les microparticules form6es par ladite 
geiification ou ladite coagulation ; 

f) de preference, on renforce la cohesion des micro- 
particules par une reticulation. 

Selon un deuxieme mode de realisation avanta- 
geux, on realise tout d'abord une emulsion d'une solu- 
tion aqueuse d'une substance ou d'un melange de 
substances susceptibles de subir par reaction chimique 
ou physicochimique une variation d'6tat physicochimi- 
que tradurte par une insolubiiisation provoquee par une 
modification de pH, k un pH auquel T6tat physicochimi- 
que de ladite substance ou dudit melange de substan- 
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ces est ceiui d'une solution de viscosity appropriee k la 
realisation d'une emulsion ; puis, on fait varier le pH, en 
ajoutant I'agent non soluble ou non miscible pr6crte, 
comprenant une substance modifiant le pH dissoute 
dans un solvant organique miscibie k la phase aqueuse, 
pour d6clencher la reaction chimique ou physicochimi- 
que et amener ia substance ou le melange de substan- 
ces dans un etat physicochimique correspondant k une 
insoiubiiisation de la substance ou du melange et qui 
conduit k la formation de microparticules physiquement 
individualisees. 

Comme substance modifiant le pH, on utilise en 
general un acide, une base, ou un tampon en fonction 
de la valeur de pH souhaitee. 

Selon une caracteristique avantageuse des prece- 
des selon ('invention, la substance utilises si Ton sou- 
haite alcaliniser ia phase dispersee de remutsion est 
une solution de soude ou de potasse dans un alcool tel 
que le methanol ou rethanol, utilises purs ou renfermant 
5 & 10 % (p/v) d'eau, ou encore un polyol, tel que le gly- 
cerol ou un polyethyieneglycol. Selon une caracteristi- 
que preteree, la solution contient errtre 0,5 et 10 % de 
soude dans rethanol 95 % (p/v). 

Selon une autre caracteristique avantageuse des 
procedes selon (Invention, la substance utilis6e si Ton 
souhaite acidifier la phase dispersee de r emulsion est 
une solution d'un acide monocarboxylique ou polycar- 
boxylique, porteur ou non de fonctions alcool, comme 
racide acetique, I'acide citrique, I'acide lactique, I'acide 
tartrique, I'acide succinique, I'acide malique, ou d'un 
acide mineral comme I'acide chlorhydrique, dans un 
alcool tel que le methanol ou rethanol, purs ou renfer- 
mant 5 k 10 % d'eau, ou encore dans un polyol, tel que 
le glycerol ou un polyethyieneglycol. Selon une caracte- 
ristique pr6f6ree, la solution acide est constitu6e d'etha- 
nol £ 95 % contenant entre 1 et 10 % (v/v) d'acide 
acetique. 

Selon un autre aspect, la reaction provoquee in situ 
par le changement de pH dans les gouttelettes de la 
phase dispersee est une reaction physicochimique de 
coacervation. 

Dans ce cas, le proc6d6 de fabrication des micro- 
particules est avantageusement ie suivant : 

a) on prepare une solution aqueuse d'une subs- 
tance choisie parmi les acides nucieiques, un poly- 
saccharide ou une proteine ou les divers melanges 
de ces substances, le pH etant choisi de fagon que 
la substance ou le melange de substances forme 
une solution essentieliement homogene, de visco- 
site compatible avec la realisation d'une emulsion ; 

b) on prevoit un liquide hydrophobe dans lequel ia 
substance ou les substances precitees sont essen- 
tieliement insolubles ; 

c) on melange le liquide hydrophobe et la phase 
aqueuse pour former une emulsion ; 

d) on ajoute k l'6mulsion sort une solution d'une 
substance alcaline dans un liquide organique misci- 



ble k la phase aqueuse si Ton souhaite alcaliniser la 
phase aqueuse ou une solution d'une substance 
acide dans un liquide organique miscible & la phase 
aqueuse si Ton souhaite acidifier la phase aqueuse 

5 ; 

e) apres une p6riode de temps pred6termin6e 
necessaire pour reaiiser la coacervation de la ou 
des substances initialement soiubilisees, on 
recueille les microparticules form6es par centrifu- 

10 gation ou par filtration ; 

f) de preference, on renforce la cohesion des micro- 
particules par une reticulation. La reticulation est 
pr6f6r6e dans la majorite des cas. 

75 Parmi les agents -classiques pour Thomme de I'art- 
de reticulation des composes polyamin6s, polycarboxy- 
I6s ou polyhydroxyl6s ou pr6sentant un melange de ces 
types de groupements, on citera k titre d'exemple un 
certain nombre de reactifs qui peuvent etre regroupes 

20 en deux types. 

Le premier type est constitue des agents bifonction- 
nels qui torment un pontage entre les groupements 
reactifs de la ou des substances constitutes des 
microparticules et subsistent dans le produit de r6ac- 

25 tion. Le formaldehyde, le glutaraldehyde, et les di-ald6- 
hydes en general, les dichlorures d'acides, les di- 
anhydrides d'acides, les di-isocyanates, les di-imidoes- 
ters, les bis-chloroformiates, les succinimides font par- 
tie de ce type de reactifs. 

30 Le second type de reactifs concerne les agents qui 
ne forment pas de pontage mais qui activent les grou- 
pements carboxyliques en particulier, de fagon qu'ils 
puissent former des liaisons amides avec les groupe- 
ments amines ou des liaisons esters avec les fonctions 

35 alcools de la substance ou du melange de substances 
mis en oeuvre pour la fabrication des microparticules. 
Les methodes aux azides telles que decrites dans les 
documents EP-A-0301977 BIOETICA et WO 90/12055 
BIOETICA ou utilisant des carbodiimides, par exemple, 

ao sont representatives de ce type de methodes. 

Dans le cas ou Ton souhaite preparer des micropar- 
ticules de parfaite biooompatibilite, ce qui est absolu- 
ment indispensable pour une utilisation 
pharmaceutique, on pr6f6rera particulierment I'utilisa- 

45 tion des methodes du second type qui, permettant la 
formation de liaisons amides ou esters directement 
entre les groupements carboxyliques d'une part et ami- 
nes ou alcools d'autre part de la ou des substances 
constitutives des microparticules, conduisent £ I'obten- 

so tion tout k fait remarquable de microparticules consti- 
tu6es uniquement de la ou des substances mises en 
oeuvre pour la realisation de remulsion, k I'exclusion de 
tout agent de reticulation. 

Selon une variante particuliere, la proteine utilis6e 

55 est du collagene, en effet cette proteine est essentielie- 
ment soluble k pH infeheur k 4 et precipite k des pH 
superieurs k cette valeur On fabrique done une solution 
de collagene k un pH voisin de 3,5. On realise une 
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Emulsion par dispersion de ia solution de collagdne 
dans un liquide hydrophobe. On alcalinise les gouttelet- 
tes de ta solution de collag&ne par addition k (Emulsion 
d'une solution alcoolique alcaline ce qui provoque une 
precipitation du collagene et ainsi une individualisation 
de microparticules de collagene que Ton peut r6cup6rer 
par centrifugation ou par filtration et auquel on peut 
ensuite faire subir une reticulation selon les m6thodes 
precitees. 

Selon une caracteristique avantageuse de I'inven- 
tion, ia concentration de la solution de collagene est 
comprise entre 0, 1 et 2 %, de preference voisine de 0,5 
%(p/v). 

Selon une seconde variante particuliere la proteine 
utilisee est un derive de collagene, de preference I'ate- 
locollagene. 

Selon une caracteristique avantageuse de Tinven- 
tion, la concentration de la solution d'ateiocollagene est 
comprise entre 0,3 et 4 % (p/v). 

Selon une troisieme variante particuliere, ie poly- 
saccharide utilise est un glycosaminoglycanne bien 
connu a I'homme de Tart. Les glycosaminoglycannes 
sont en particulier decrits dans le document anterieur 
du d6posant EP-A-0318154. Le polysaccharide utilise 
peut 6galement §tre le chitosan. Le chitosan est un 
poiymere polyionique qui n'est soluble en phase 
aqueuse qu'a des pH inferieurs a 5. Lorsque le pH 
d'une solution de chitosan est amene k un pH proche 
de la neutrality le poiymere precipite en formant des 
f ibrilles parfaitement insolubles dans I'eau. On peut tirer 
profit de cette propriete pour la realisation de microcap- 
sules selon Tinvention. On prepare une solution de chi- 
tosan k pH acide, on realise une emulsion dans un 
liquide hydrophobe, on modifie le pH de la phase dis- 
persee par ajout, k remulsion, d'une base en solution 
alcoolique. La precipitation in situ permet la formation 
de microparticules facilement r6cup6rables que Ton 
peut reticuler ult6rieurement de fagon chimique si 
necessaire. 

Selon une caracteristique avantageuse de Tinven- 
tion, on pr6f ere un chitosan hautement desacetyie et de 
tres haut poids moieculaire, de preference superieur k 
300 000 dartons. Par "hautement desacetyie* on entend 
de preference un taux d'acetylation residue! inferieur k 
environ 5 %, mieux 3,5%. De tels chitosans hautement 
desacetyies sont disponibles dans le commerce. 

Selon une caracteristique avantageuse de Tinven- 
tion, la concentration de la solution de chitosan est com- 
prise entre 0,2 et 10 %, de preference voisine de 1 % 

Selon un second aspect de formation de spheres 
par variation du pH de la phase dispersee d'une emul- 
sion, la formation de microcapsules est realises par 
declenchement, une fois que remulsion est realisee, 
d'une reaction chimique entre les groupements r6ac- 
tionnels d'une substance ou de substances meiangees. 

La reaction chimique peut §tre. par exemple, une 
reaction de transacylation qui se produit k pH alcalin 



entre un polysaccharide porteur de groupements car- 
boxyliques est6rrf ies, et soit une substance polyaminee 
comme par exemple une proteine, soit une substance 
polyhydroxyiee comme par exemple un polysaccharide. 
s Dans ce cas, le procede de fabrication des micro- 
particules est avantageusement le suivarrt : 

a) on prepare une solution aqueuse neutre done 
non reactive renfermant d'une part un polysaccha- 
io ride porteur de groupements carboxyliques est6ri- 
f ies, et d'autre part soit une substance polyaminee 
comme par exemple une proteine, soit une subs- 
tance polyhydroxyiee comme par exemple un poly- 
saccharide ; 

is b) on pr6voit un liquide hydrophobe dans lequel le 
polysaccharide est6rtfi6 et la substance polyami- 
nee ou polyhydroxyiee sont essentiellement insolu- 
bles ; 

c) on melange le liquide hydrophobe et la solution 
20 aqueuse pour former une emulsion ; 

d) on ajoute k remulsion une solution d'une subs- 
tance alcaline dans un liquide organique miscible a 
la phase aqueuse, ce qui permet Tobtention de con- 
ditions physicochimiques favorables au d£roule- 

25 ment de la reaction entre la substance polyaminee 
ou la substance polyhydroxyiee et le polysaccha- 
ride porteur des groupements carboxyliques esteri- 
fi6s ; 

e) apres une periode de temps predetermines 
30 necessaire pour realiser une reaction de transacy- 
lation, en formant ainsi des microparticules, en par- 
ticulier des microcapsules, on realise une 
neutralisation de remulsion, de preference en ajou- 
tant a remulsion une solution d'une substance 

35 acide dans un liquide organique miscible a la phase 
aqueuse ; ce qui neutralise et stabilise les micro- 
particules, en particulier les microcapsules for- 
mees. 

40 Selon une variante de realisation, on forme une 
emulsion de la solution aqueuse comme phase disper- 
see dans le liquide hydrophobe formant la phase conti- 
nue. 

Selon un second mode de mise a profit de I'inven- 
45 tion, la modification de composition chimique induite in 
situ apres realisation de remulsion, est une modification 
de la concentration en certains electrolytes. 

Un certain nombre de polysaccharides s'associent 
sp6cif iquement avec des ions ou des polyions pour for- 
50 mer des gels. 

En particulier un certain nombre de polysacchari- 
des polyanioniques s'associent sp6crfiquement avec 
des cations ou des polycations, plus particulierement 
avec des cations monovalents comme le potassium et 
55 le sodium ou bivalents comme le calcium, le magne- 
sium, le strontium ou le baryum. Cette association se 
traduit par la formation de gels plus ou moins cassants 
en fonction de la nature du polysaccharide, du cation et 
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des concentrations mises en oeuvre. 

Selon une variante particuli&re, on realisera un 
melange de polysaccharides de fagon k pouvoir modu- 
ler la cohesion du gel forme. 

Comme polysaccharide prgferentiellement utilise, s 
on chosit les carraghenanes kappa et iota, les pectines 
faiblement methyiees, les alginates et la gomme gel- 
lane. 

Selon une variante de realisation, le polysaccharide 
est de la gomme gellane, qui est un polysaccharide 10 
polyanionique de tr&s haut poids moieculaire (au moins 
500 000 daltons) fabriqu6 par des microorganismes. 
Solubilise dans I'eau, le gellane donne une solution de 
viscosity faible avec laquelle il est possible de r6aliser 
une Emulsion par dispersion dans une phase hydro- is 
phobe. Lorsqu'une telle Emulsion est chauff6e k une 
temperature sup6rieure k 75°C et que des cations sont 
ajoutes par un procede selon rinvention, les gouttelet- 
tes de ia phase dispersee subissent une g^lrf ication. 
Apres retour k la temperature ambiante. il est possible 20 
de r£cup£rer les spheres ainsi form6es et de les r&ticu- 
ler ulterieurement de fagon chimique si n6cessaire. 

Selon une caracteristique avantageuse du proc6d6 
selon I'invention, la concentration de la solution de gel- 
lane est comprise entre 0, 1 et 5 % et encore mieux voi- 25 
sine de 0,6%(p/v). 

Selon une autre caracteristique du procede de 
fabrication, on realise une solution ethanolique cove- 
nant des ions calcium ou magnesium ou sodium ou 
potassium de fagon k amener la solution k une concen- 30 
tration en ions comprise entre 1 et 400 mM, de prefe- 
rence plutat comprise entre 5 et 10 mM, pour les ions 
calcium et magnesium et de preference comprise entre 
150 et 250 mM pour les ions sodium et potassium. 

Selon une autre variante de realisation, le polysac- 35 
charide utilise est un carragh6nane kappa ou un carra- 
ghenane iota qui geiifie respectivement en presence 
d'ions potassium ou calcium. 

Seton une caracteristique avantageuse du procede 
selon rinvention, on dissout le carraghenane k froid, k 40 
pH neutre ou alcalin dans des concentrations compri- 
ses entre 0,1 et 5 % (p/v), de preference voisines de 1 ,5 
%. On eieve la temperature autour de 80°C, puis on rea- 
lise une emulsion par dispersion dans un Itquide hydro- 
phobe. On provoque alors la geiification des 45 
gouttelettes par addition d'une solution alcoolique con- 
tenant des ions potassium ou calcium selon que la solu- 
tion aqueuse contient du carraghenane kappa ou iota. 

Selon une troisi6me variante de realisation, le poly- 
saccharide utilise est une pectine faiblement methyiee so 
qui forme des solutions g6lrfiables en presence d'ions 
calcium. 

Selon une caracteristique avantageuse, on realise 
une solution de pectine de concentration comprise 
entre 0,1 et 10 %, de preference de Pordre de 1 k 2 % 55 
(p/v), & froid, k pH neutre. On realise une emulsion par 
dispersion dans un liquide hydrophobe. Puis on rajoute, 
selon rinvention, des ions calcium sous forme d'une 



solution alcoolique de chlorure de calcium. 

Selon une derni&re variante de realisation, on rea- 
lise le m§me type de procede k partir d'une solution 
contenant de 1 k 5 % (p/v) d'alginate de sodium. 

Enfin, selon encore un autre aspect, la presente 
invention concerne encore des microparticules, en par- 
ticulier des microcapsules, caracterisees en ce qu'elles 
sont r6a!is6es k partir de substances ou de melanges 
de substances comprenaht des groupements carboxyli- 
ques, des groupements amines et/ou des fonctions 
alcools qui sont reticules suite k Tactivation des groupe- 
ments carboxyliques par un agent d'activation ne reali- 
sant pas de pontage, de fagon k former des liaisons 
amides avec les groupements amines et/ou des liaisons 
ester avec les fonctions alcools. 

L'invention concerne aussi des microparticules ou 
des microcapsules, caracterisees en ce que les micro- 
particules comprennent dans leur masse le produit de 
reaction entre un polysaccharide porteur de groupe- 
ments carboxyliques esterifies, et soit une substance 
polyaminee comme par exemple une proteine, soit une 
substance polyhydroxyiee comme par exemple un poly- 
saccharide; 

ledites microcapsules presenters une paroi consti- 
tuee du produit de reaction entre un polysaccharide 
porteur de groupements carboxyliques esterif i6s, et soit 
une substance polyaminee comme par exemple une 
proteine, soit une substance polyhydroxyl6e comme par 
exemple un polysaccharide. 

Les caracteristiques avantageuses de ces micro- 
particules, en particulier des microcapsules, font 6gale- 
ment I'objet de sous-revendications qui sont 
incorporees ici par reference et qui r6sultent de la des- 
cription du procede. 

L'invention concerne encore une composition telle 
qu'une composition cosmetique ou une composition 
pharmaceutique, ou une composition alimentaire, 
caracterisee en ce qu'elle comprend des microparticu- 
les, en particulier des microcapsules, tellesque definies 
ci-dessus, ou obtenues par le procede pr6crte. 

D'autres buts, caracteristiques et avantages de 
rinvention apparaTtront clairement k la lumiere de la 
description explicative qui va suivre, faite en reference k 
plusieurs exemples de realisation de l'invention donn£s 
simplement k titre d'il lustration et qui ne sauraient done 
en aucune fagon Irmrter la portee de l'invention. Dans 
les exemples, les pourcentages sont donnes en poids 
sauf indication contraire. 

Exemple 1 de rinvention 

Fabrication de microparticules d'ateiocollagene 

a) Preparation de la phase aqueuse 

On prepare une solution d'ateiocollagene bovin k 2% 
(p/v) dont le pH est ajuste k 4. 
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b) Emulsificqtion 

On 6mulsionne 40 ml de cette phase aqueuse dans 
250 ml de cocoate d'ethyle-2-hexyle contenant 2 % v/v 
de Span 85®, ICI, comme phase dispersante, par agita- 
tion mecanique pendant quelques minutes. 

c) Alcalinisation 

On ajoute deux fois 10 mi de soude k 2 % (p/v) 
dans de I'ethanol k 95 % k 1 0 min d'intervalle. On iaisse 
la reaction se cterouler pendant 10 min aprfcs chaque 
ajout. 

d) Lavages 

Les microparticules sous forme de spheres sont 
recueillies par centrif ugation, puis Iav6es dans plusieurs 
bains d'6thanol^ 95%. 

e) Reticulation 

Les spheres sont r6ticu!6es par incubation pendant 
24 h k 4°C dans un bain de dimethylformamide conte- 
nant 0,5 % (v/v) de diphenylphosphorylazide. puis pen- 
dant 4 h k temperature ambiarrte dans du tampon 
borate pH 8,9 (tetraborate de sodium 0,04 M, acide 
borique (0,04 M). 

Aprfcs lavages k I'eau. tes microparticules ainsi 
obtenues peuvent §tre lyophilisees. 

Exemple 2 de I'inventipn 

Fabrication de microparticules de chitosan 

a) Preparation de la phase aqueuse 

On prepare une solution k 1 % (p/v) de chitosan 
HPM hautement desacetyie (Aber Technologies) dans 
de I'acide acetique k 1 ,25 %, pH 4. 

b) Emulslfication 

On realise une emulsion par dispersion de 50 ml de 
cette solution dans 250 ml de myristate d'isopropyle 
contenant 2 % (v/v) de Span 85®. Lemulsion est main- 
tenue sous agitation mecanique pendant 1 0 min. 

c) A!ca!ini§ation 

On ajoute 16 ml de soude k 2 % p/v dans P6thanol 
k 95 % et on poursuit Pagitation pendant 15 min. 

d) Lavages 

Les microparticules sont r6cup6r6es par centrifu- 
gation et Iav6es dans plusieurs bains d'ethanol, puis 
d'eau. 



e) R^iculation 

Les microparticules peuvent §tre r6ticul6es selon 
I'exemple 1. 

5 

Exemple 3 selon Tinvention 

Fabrication de microparticules de diametre moyen 150 
\itr\ k partir de s6rumalbumine humaine (HSA) et d'algi- 
70 nate de propyieneglycol (PGA). 

a^ Preparation de la phase aaueuse 

On prepare, par agitation magnetique de 10 min k 
is temperature ambiante, une solution dans I'eau distiliee 
renfermant 20 % d'HSA (Centre de Transfusion San- 
guine, Strasbourg) et 1 % d'un PGA pr6sentant un taux 
d'esterification compris entre 80 et 85 % (Kelcoloid S®, 
KELCO International). 

20 

b) Emulsification 

On emulsionne 6 ml de cette phase aqueuse utili- 
ses comme phase dispers6e dans 40 ml de myristate 
25 d'isopropyle contenant 2 % v/v de Span 85® comme 
phase dispersante, par agitation mecanique de 5 min k 
2 000 tr/min. 

c) Alcalini$3t 'on 

30 

On ajoute k remulsion en agitation 2 ml d'une solu- 
tion de soude k 2 % p/v dans I'ethanol k 95 % et on 
Iaisse la reaction de transacylation se developper pen- 
dant 15 min, ce qui produit des microparticules. 

35 

d) Acidification 

On ajoute au milieu reactionnel en agitation 2 ml 
d'une solution k 7,6 % v/v d'acide acetique dans retha- 
40 nol k 95 %. L'agitation est encore maintenue pendant 
15 min de maniere k permettre la neutralisation des 
microparticules form6es. 

e) Lavages 

45 

Les microparticules sont s6par6es par centrif uga- 
tion, puis iavees par remises en suspension dans de 
I'ethanol k 95 % renfermant 2 % de Tween 20®, ICI, 
puis dans I'ethanol k 95 %, puis dans I'eau distiliee. 

so Les microparticules peuvent §tre ensuite conge- 
lees et lyophilisees. 

On obtient des spheres transparentes de taille 
moyenne 150 jim. Apres lyophilisation, la rehydratation 
de la poudre obtenue montre que les microparticules 

55 sont intactes et reprennent leur forme sph6rique. 
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Essais de st ability dans divers milieux contenant ou non 
des proteases 

Dans des tubes a essais, des prises d'essai de 25 
mg de microparticules lyophilisees sont rehydratees par 
addition de 1 ml d'eau distill ee, puis addrtionnees de 7,5 
ml de differents milieux : 

de Teau distiilee 

une solution de pH acide (1,2) additionnee ou non 
de pepsine (milieu gastrique artificiel, USP XXI) 
une solution de pH legerement alcalin (7,5). addi- 
tionnee ou non de trypsine (0,25 % p/v). 

Les tubes sont incubes a 37°C. La stabilite des 
microparticules est etudiee par examen microscopique. 
Le temps de iyse est le temps au bout duquel toutes les 
microparticules ont disparu du milieu. 

Resultats 

Les microparticules preparees selon cet exemple 
sont stables plus de 3 j dans I'eau distiilee comme dans 
les solutions de pH 1,2 ou de pH 7,5. Elies sont degra- 
dees par les proteases : en 1 5 min par la pepsine, en 25 
min par la trypsine. ~ 

Exemple 4 de I'inveption 

Fabrication de microparticules a partir de gelatine et de 
PGA. 

Preparation de la phase aqueuse 

On prepare, a la temperature de 40°C, 8 ml d'une 
solution aqueuse de gelatine type B, bloom 150, a la 
concentration de 10 %, et de PGA a la concentration de 
1 %. 

Emulsification 

Dans un recipient thermostats a 40°C, 6 ml de cette 
phase aqueuse sont emulsionnes dans 40 ml de myris- 
tate dlsopropyle contenant 2 % de Span 85 et prechauf- 
f es a la temperature de 40°C (v'rtesse d'agitation : 2 000 
tr/min). 

L'alcalinisation 

La neutralisation et les lavages sont ensuite effec- 
tues comme decrit dans I'exemple 3. Les microparticu- 
les apparaissent comme des spheres de diametre 
moyen 1 mm. Apres lyophilisation, elles donnent une 
poudre blanche qui se rehydrate facilement. 



Exemple 5 de llnvention 

Fabrication de microparticules a partir d'atelocollagene 
et chondroTtine sulfate et de PGA. 

Preparation de la phase aqueuse 

Une solution a 1,6 % d'atelocollagene et 0,6 % de 
chondroitine sulfate dans un tampon phosphate pH 7,4 
est additionnee de PGA a la concentration de 0,7 %. Le 
protocole decrit a I'exemple 3 est ensuite appliquS a 
cette solution aqueuse. 

On obtient des microparticules de diametre moyen 
600 urn. 

Exemple 6 de [Invention 

Fabrication de microparticules a partir d'un concerrtr6 
de proteines du lactoserum et de PGA. 

Preparation de la phase aqueuse 

Dans 16 ml d'eau distiilee, on dissout 160 mg de 
PGA, et 3,2 g de concentre de proteines du lactoserum 
(Prosobel S65E®, Bel industries). 

Le protocole decrit a I'exemple 3 est ensuite repro- 
duit en utilisant comme phase aqueuse 1 2 ml de la solu- 
tion precedente et en doublant tous les volumes des 
differents reactifs. 

On obtient des microparticules spheriques a con- 
tenu granuieux, de diametre moyen 500 urn, qui sont 
intactes apres lyophilisation. 

Exemple 7 derinvention 

Fabrication de microparticules a partir d'ovalbumine et 
de pectine. 

Preparation fle lq phqse qqueu?e 

Dans 8 ml d'eau distiilee, on dissout 240 mg de 
pectine de pomme (FLUKA, esterrfication : 70 a 75 %), 
et 800 mg d'ovalbumine. 

Puis le protocole decrit dans I'exemple 3 est appli- 
que, en utilisant 6 ml de la solution precedente, en rem- 
plagant le myristate dlsopropyle par de I'huile de 
paraffine fluide, et en doublant les volumes des solu- 
tions alcaline et acide. 

On obtient des microparticules de taille moyenne 
200 iim, a contenu granuieux. 

Exemple 8 fle llnvention 

Fabrication de microparticules a partir de carboxy- 
methylcellulose (CMC) et de PGA. 

Preparation de la phase aqueuse : dans 8 ml d'eau 
distiilee, on dissout 80 mg de CMC (CMC 7 LF, degre de 
substitution : 0,7, HERCULES) et 320 mg de PGA, par 
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agitation magn6tique de 15 min k 40°C. 

Puis le protocole d6crit dans I'exemple 3 est appli- 
que, en utilisant 6 mi de la solution pr6c6dente. 

On obtient des microparticules granuleuses de 
taille moyenne 1,8 mm. 

Exemple 9 d? llnvgntipn 

Fabrication de microparticules d'at6locollag6ne. 

a) Preparation de la phase aqueuse 

On prepare une solution d'ateiocollagfcne bovin k 2 
% (p/v) dont le pH est ajuste k 3,7 comme il est bien 
connu k I'homme de Tart notamment k partir de docu- 
ments precedents du d6posant tel que EP-A-0318154 
auquel Thommede Tart pourra se reporter. 

b) Emulsification 

On emulsionne 50 ml de cette phase dans 200 ml 
de cocoate d'ethyle-2-hexyle comme phase disper- 
sante, par agitation m6canique pendant quelques minu- 
tes. 

c) Addition du non-solvant 

On ajoute 400 ml d'alcool ethylique k 95° sans arr§- 
ter I'agitation. On stoppe ('agitation au bout de queiques 
secondes ce qui provoque la precipitation de micropar- 
ticules. 

d) Lavage 

Les microparticules obtenues sont recueillies par 
filtration , puis Iav6es dans plusieurs bains d'ethanol k 
95°. 

e) Rflicuiaion 

Les microparticules sont de preference reticuiees 
par incubation pendant 24 h k 4°C dans un bain de 
dimethylformamide contenant 0,5 % (v/v) de diph6nyl- 
phosphorylazide, puis pendant 4 h k temperature 
ambiante dans du tampon borate pH 8,9. 

Apr&s lavage k I'eau, les microparticules ainsi obte- 
nues peuvent §tre lyophilis6es. 

Exemple 10 de I'invention 

Fabrication de microparticules d'ateiocollagene. 

Dans cet exemple, on proc6de comme d6crit k 
I'exemple 9 si ce n'est que Ton remplace I'alcool ethyli- 
que par I'acetone comme non solvant pour precipiter les 
microparticules. 

Apr&s plusieurs lavages des microparticules dans 
plusieurs bains d'acetone, on peut r6aliser la reticula- 



tion comme d6crit k I'exemple 9. 

Apr£s lavage k I'eau, les microparticules peuvent 
aussi dtre lyophilis6es. 

5 Revendications 

1 . Proc6d6 de fabrication de microparticules, en parti- 
culier de microcapsules, caract6ris6 en ce que Ton 
prepare tout d'abord une solution essentiellement 

10 homogene d'une substance ou d'un melange de 
substances dans un solvant, que Ton realise une 
emulsion de la solution dans un liquide dispersant 
formant une phase continue dans lequel ladite 
substance ou ledit melange sont essentiellement 
15 insolubtes, et formant une phase dispersee puis on 
declenche une reaction chimique ou physicochimi- 
que dans la phase dispersee par modification de la 
composition chimique in situ de ladite substance ou 
dudit melange dans la phase dispersee, en ajoutant 
20 un agent essentiellement non soluble ou non misci- 
ble dans ou k la phase continue, dans les condi- 
tions d'addition, en provoquant ainsi une 
modification de l'6tat physicochimique resultant en 
une insolubiiisation de la substance ou du melange 
25 de substances et en I'individualisation desdites 
microparticules, en presence du solvant de depart, 
lesdites microparticules etant ensuite r6cup6r6es. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1 , caracterise en ce 
30 que I'agent essentiellement non soluble ou non 

miscible dans ou k la phase continue, dans les con- 
ditions d'addition, que Ton souhaite incorporer k la 
phase dispersee est present k retat dissous dans 
un solvant miscible au solvant de la phase disper- 
35 see et presentant une affinite pour le liquide disper- 
sant de la phase continue inferieure k I'affinite vis- 
a-vis de la phase dispersee. 

3. Precede selon la revendication 1 ou 2, caracterise 
40 en ce qu'on utilise comme substance ou melange 

de substances precitees une substance choisie 
parmi des acides nudeiques, une prot6ine, ou un 
polysaccharide, ou les divers melanges de ces 
substances. 

45 

4. Proc6d6 selon la revendication 1 k 3, caract§ris6 en 
ce que comme reaction chimique, on realise la for- 
mation de liaisons covalentes en particulier des 
esterifications et des amidations ou la formation de 

so liaisons ioniques entre les groupements ionisables 
d'une substance ou d'un melange de substances. 

5. Proc6de selon I'une des revendications 1 & 3, 
caracterise en ce que comme reaction physicochi- 

55 mique, on realise une reaction choisie parmi une 
reaction de coacervation, de precipitation ou de 
desolvatation. 
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6. Proced6 selon Tune des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que I'agent essentiellemerrt non 
soluble ou non miscible precite dans ou a la phase 
continue conduit a une separation de phase au sein 
de la solution initialement homogene de la phase 
disperses, ou a une g6lif ication de ladite solution de 
la phase dispersee ou a une perte de solubility de 
ia phase dispersee par condensation ou par poly- 
merisation. 

7. ProcSde selon Tune des revendications 1 a 3 ou 6, 
caracterise en ce que I'agent essentiellemerrt non 
soluble ou non miscible precite dans ou a la phase 
continue, dans les conditions d'addition, est un non 
soivant pour la substance ou le melange de subs- 
tances solubilisee(s) dans le soivant de la phase 
dispersee, ou ledit agent conduit a une modification 
de pH t ou ledit agent comprend au moins un elec- 
trolyte, ou ledit agent comprend au moins une 
molecule susceptible de reagir avec la ou les subs- 
tances dissoutes dans la phase dispersee de 
I'emulsion. 

8. Proc&je selon Tune des revendications 1 a 3 ou 5 a 
7, caracterise en ce que ie non soivant pour la 
substance ou le melange de substances solubili- 
see(s) dans le soivant de la phase dispersee, et 
essentiellement non miscible a la phase continue 
dans les conditions d'addition, provoque une inso- 
lubilisation de la phase dispersee, en particulier 
une gelification ou une coagulation. 

9. Proc6d6 selon Tune des revendications 5 a 8, 
caracterise en ce que le non soivant est choisi 
parmi un alcool, en particulier un alcool inferieur en 
C r C 6 , de preference I'alcool ethylique, ou une 
cetone, en particulier une cetone inferieure en C2- 
C 6 , encore de preference Pacetone. 

10. Procede selon Tune des revendications preceden- 
tes, caracterise en ce qu'on realise les etapes suc- 
cessives suivantes : 

a) on prepare une solution aqueuse d'une 
substance choisie parmi les acides nucleiques, 
une proteine ou un polysaccharide ou les 
divers melanges de ces substances ; 

b) on prevoit un liquide hydrophobe dans lequel 
la substance ou les substances pr6cit6es sont 
essentiellement insolubies ; 

c) on melange le liquide hydrophobe et la 
phase aqueuse pour former une emulsion dans 
laquelle la solution aqueuse est la phase dis- 
persee et le liquide hydrophobe est la phase 
continue ; 

d) on ajoute a I'emulsion le non soivant de la 
substance solubilisee dans la phase dispersee, 
dans des proportions telles que ledit non soi- 



vant soit essentiellement non miscible a la 
phase continue en formant ainsi des micropar- 
ticules par gelification ou coagulation ; 

e) on recueille par des moyens de separation 
5 physique, par exemple par filtration, centrifuga- 

tion ou decantation, les microparticules for- 
mees par ladite gelification ou ladite 
coagulation ; 

f) de preference, on renforce la cohesion des 
10 microparticules par une reticulation. 

11. Proc6de selon Tune des revendications 1 a 3 ou 7, 
caracterise en ce qu'on realise tout d'abord une 
emulsion d'une solution aqueuse d'une substance 

15 ou d'un melange de substances susceptibles de 
subir par reaction chimique ou physicochimique 
une variation d'etat physicochimique traduite par 
une insolubilisation provoqu6e par une modification 
de pH, a un pH auquel retat physicochimique de 

20 ladite substance ou dudit melange de substances 
est celui d'une solution de viscosite appropriee a la 
realisation d'une emulsion ; puis on fait varier le pH, 
en ajoutant I'agent non soluble ou non miscible pre- 
cite, comprenant une substance modifiant le pH 

25 dissoute dans un soivant organique miscible a la 
~~ phase aqueuse, pour d6clencher la reaction chimi- 
que ou physicochimique et amener la substance ou 
le melange de substances dans un 6tat physicochi- 
mique correspondant a une insolubilisation de la 

30 substance ou du melange et qui conduit a la forma- 
tion de microparticules physiquement individuali- 
sees. 

12. Proc6d6 selon la revendication 11, caracterise en 
35 ce qu'on utilise comme substance modifiant le pH 

un acide, une base ou un tampon en fonction de ia 
valeur de pH souhaitee. 

13. Procede selon la revendication 11 ou*12, caracte- 
40 rise en ce qu'on realise les etapes successives sui- 
vantes : 

a) on prepare une solution aqueuse d'une 
substance choisie parmi les acides nucleiques, 

45 un polysaccharide ou une proteine ou les 

divers melanges de ces substances, le pH 
etant choisi de fapon que la substance ou le 
melange de substances forme une solution 
essentiellement homogene de viscosite com- 

50 patibie avec la realisation d'une emulsion ; 

b) on pr6voit un liquide hydrophobe dans lequel 
la substance ou les substances precitees sont 
essentiellement insolubies ; 

c) on melange le liquide hydrophobe et la 
55 phase aqueuse pour former une emulsion •; 

d) on ajoute a I'emulsion soit une solution d'une 
substance alcaline dans un liquide organique 
miscible a la phase aqueuse si Con souhaite 
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alcaliniser la phase aqueuse ou une solution 
d'une substance acide dans un liquide organi- 
que miscible £ la phase aqueuse si Ton sou- 
haite acidif ier la phase aqueuse ; 

e) apr£s une periode de temps pr6determin6e 
n6cessaire pour realiser la coacervation de la 
ou des substances initialement sdubilis6es, on 
recueille les microparticules form6es par cen- 
trifugation ou par filtration ; 

f) de preference, on renforce la cohesion des 
microparticules par une reticulation. 

14. Procede selon la revendication 13, caracterise en 
ce qu'on utilise comme agent de reticulation des 
composes polyamines, polycarboxyies ou polyhy- 
droxyies pr6cit6s ou de leur melange, un agent 
bifonctionnel tel que le formaldehyde, le glutaralde- 
hyde, et les di-aldehydes, les dichlorures d'acides, 
ies di-anhydrides d'acides, les di-isocyanates, les 
di-imidoesters, les bis-chloroformiates, les succini- 
mides ; ou un agent d'activation de groupements 
carboxyliques pour former des liaisons amides 
avec les groupements amines ou des liaisons 
esters avec les fonctions alcools de la substance ou 
du melange de substances, tel qu'un carbodiimide 
ou un azide. 

15. Proc6de selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce qu'on utilise une 
proteine de preference choisie parmi le collagene 
ou un derive de collagene, de preference I'ateiocol- 
lagene ; ou un polysaccharide de preference choisi 
parmi un glycosaminoglycanne ou le chitosan. 

16. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 £ 4 et 15, 
caracterise en ce qu'on realise une reaction chimi- 
que de transacylation qui se produit £ pH alcalin 
entre un polysaccharide porteur de groupements 
carboxyliques esterif ies et soit une substance poly- 
amine comme par exemple une proteine, soit une 
substance polyhydroxyie comme par exemple un 
polysaccharide porteur de groupement hydroxyles. 

17. Proc6d6 selon la revendication 16, caract6ris6 en 
ce qu'il comprend : 

a) on prepare une solution aqueuse neutre 
done non reactive renfermant d'une part un 
polysaccharide porteur de groupements car- 
boxyliques esterifies, et d'autre part soit une 
substance polyamin6e comme par exemple 
une proteine, soit une substance polyhydroxy- 
iee comme par exemple un polysaccharide 
porteur de groupements hydroxyles ; 

b) on prevoit un liquide hydrophobe dans lequel 
le polysaccharide esterifie et la substance 
polyamin6e ou polyhydroxyiee sont essentiel- 
iement insolubles ; 



c) on melange le liquide hydrophobe et la solu- 
tion aqueuse pour former une emulsion ; 

d) on ajoute £ remulsion une solution d'une 
substance alcaline dans un liquide organique 

5 miscible £ la phase aqueuse, ce qui permet 

Pobtention de conditions physico-chimiques 
favorables au d6roulement de la reaction entre 
la substance polyaminee ou la substance poly- 
hydroxyiee et le polysaccharide porteur des 

10 groupements carboxyliques est6rifi6s ; 

e) apr6s une periode de temps pr6determin6e 
necessaire pour realiser une reaction de tran- 
sacylation, en formant ainsi des microparticu- 
les, en particulier des microcapsules, on 

15 realise une neutralisation de remulsion, de pre- 

ference en ajoutant £ remulsion une solution 
d'une substance acide dans un liquide organi- 
que miscible £ la phase aqueuse ; ce qui neu- 
tralise et stabilise les microparticules, en 

20 particulier les microcapsules formees. 

18. Procede selon la revendication 17, caracterise en 
ce qu'on forme une emulsion de la solution 
aqueuse comme phase dispersee dans le liquide 

25 hydrophobe formant la phase continue. 

19. Proced6 selon Tune des revendications 1 £ 18, 
caracterise en ce qu'on utilise comme substance 
un polysaccharide capable de s'associer sp^crfi- 

30 quement avec un ion ou un polyion pour former un 
gel, de preference choisi parmi le carraghenane 
kappa et iota, une pectine faiblement methyiee, un 
alginate et la gomme gellane ayant de preference 
un haut poids moieculaire d'au moins 500 000 dal- 

35 tons. 

20. Proc6d6 selon la revendication 19, caract6ris6 en 
ce qu'on utilise du gellane £ une concentration en 
solution aqueuse comprise entre 0,1 et 5 % et 

40 encore mieux voisine de 0,6 % (p/v). 

21. Proc6de selon la revendication 19 ou 20, caracte- 
rise en ce qu'on realise une solution ethanolique 
contenarrt des ions calcium ou magnesium ou 

45 sodium ou potassium de fagon £ amener la solution 
£ une concentration en ions comprise entre 1 et 
400 mM. 

22. Procede selon la revendication 19, caracterise en 
so ce qu'on utilise du carraghenane kappa ou iota qui 

se geiifie respectivement en presence d'ions potas- 
sium ou calcium ; on dissout le carraghenane £ 
froid, £ pH neutre ou alcalin dans des concentra- 
tions comprises entre 0,1 et 5 % (p/v), on 6l£ve la 
55 temperature autour de 80°C et on realise une emul- 
sion par dispersion dans un liquide hydrophobe ; on 
provoque ensuite la g6lif ication des gouttelettes par 
addition d'une solution alcoolique contenant des 
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ions potassium ou calcium selon que la solution 
aqueuse contienne du carraghenane kappa ou iota. 

23. Proc6d6 selon la revendication 19, caract6ris6 en 
ce qu'on utilise comme polysaccharide une pectine 
faiblement methyiee qui forme des solutions geirf ia- 
bles en presence dlons calcium ; la solution de 
pectine etant realises k une concentration com- 
prise entre 0,1 et 10 % (p/v) k froid, k pH neutre, 
puis on realise une Emulsion par dispersion dans 
un liquide hydrophobe, puis on rajoute enfin des 
ions calcium sous forme d'une solution alcoolique 
de chlorure de calcium. 

24. Proc6de selon la revendication 19. caract6ris§ en 
ce qu'on utilise comme polysaccharide une solution 
d'alginate de sodium & 1 k 5 % (p/v). 

25. Microparticules, en particulier microcapsules, 
caracterisees en ce qu'elles sont r£alis6es k partir 
de substances ou de melanges de substances 
comprenant des groupements carboxyliques, des 
groupements amines et/ou des fonctions alcools 
qui sont reticules suite k I'activation des groupe- 
ments carboxyliques par un agent d 'activation qui 
ne r6alisent pas de pontage de fagon k former des 
liaisons amides avec les groupements amines et/ou 
es liaisons ester avec les fonctions alcools. 

26. Microparticules ou microcapsules, caracterisees en 
ce que les microparticules comprennent dans leur 
masse le produit de faction entre un polysaccha- 
ride porteur de groupements carboxyliques esteri- 
fi§s et soit une substance polyamin6e comme par 
exemple une prot&ne, soit une substance polyhy- 
droxyiee comme par exemple un polysaccharide; 
lesdites microcapsules pr6sentent une paroi consti- 
tute du produit de reaction entre un polysaccharide 
porteur de groupements carboxyliques est£rifi6s, et 
soit une substance polyaminee comme par exem- 
ple une proteine, soit une substance polyhydroxy- 
I6e comme par exemple un polysaccharide. 

27. Microparticules, en particulier microcapsules selon 
Tune des revendications 25 ou 26, caracterisees en 
ce que la ou les substances pr6cit6es sont choisies 
parmi le groupe consistant d'une proline, d'un 
polysaccharide ou d'un acide nucl6ique, des 
melanges de proteines, des melanges de polysac- 
charides ou des melanges de prolines ou de poly- 
saccharides, 6ventuellement avec des acides 
nucieiques. 

28. Microparticules, en particulier microcapsules selon 
Tune des revendications 25 ou 27, caracterisees en 
ce que les proteines sont choisies parmi le groupe 
consistant de a-lactalbumine, (Hactoglobuline, 
caseines, ovalbumins, albumines animates, globuli- 



nes sanguines, hemoglobins, fibrinogens, colia- 
g6ne, ateiocollagene, gelatine, keratine, albumines 
vegetales, globulines v6g6tales, glutenines, glia- 
dine; les extraits proteiques issus du lait. de la sole, 

5 des c6reales, des legumineuses, des algues, du 
poisson; le polysaccharide precite est choisi parmi 
le groupe consistant de I'agar, I'agarose, I'agaro- 
pectine les carragh6nanes, les alginates, les pecti- 
nes, I'amylose, I'amylopectine, I'amidon, les 

10 amidons modifies, les galactomannanes tels que 
guar, caroube, le glucomannane, le konjac, les cel- 
luloses modifies, Tinuline, le xanthane, le dex- 
trane, le curdlane, la geilane, le chrtosan, les 
chondrottines sulfates, I'acide hyaluronique, le der- 

75 matane sulfate, I'h6parane sulfate, I'heparine, le 
kgratane sulfate; I'acide nucieique est choisi parmi 
I'acide ribonucieique et I'acide desoxyribonucl6i- 
que. 

20 29. Microparticules, en particulier microcapsules selon 
Tune des revendications 25 k 28, caract6ris6es en 
ce que le polysaccharide pr6cit6 s'associe specifi- 
quement avec des cations ou polycations pour for- 
mer un gel. 

25 

30. Microparticules, en particulier microcapsules selon 
la revendication 29, caracterisees en ce que le 
polysaccharide pr6crt6 est choisi parmi le groupe 
consistant d'un carraghenane kappa ou iota, d'une 

30 pectine faiblement methyiee, d'un alginate et la 
gomme geilane. 

31. Microparticules ou microcapsules selon Tune des 
revendications 25 k 30, caracterisees en ce que le 

35 polysaccharide esterrfie est un alginate de propyie- 
negiycol ou une pectine faiblement methyiee qui 
forme une solution gelifiable en presence d'ions 
calcium. 

40 32. Microparticules ou microcapsules selon Tune des 
revendications 25 & 31, caracterisees en ce que la 
substance polyamin6e ou polyhydroxyiee pr6cit6e 
est choisie parmi la serum-albumine humaine, la 
gelatine, les proteines du lactoserum, I'ovalbumine, 

45 un melange ateiocollagene et chondroTtine sulfate 
ou la carboxymethylcellulose. 

33. Microparticules, en particulier microcapsules, selon 
I'une des revendications 25 k 32, caracterisees en 

so ce qu'elles sont lyophilisees. 

34. Composition telle qu'une composition cosmetique 
ou une composition pharmaceutique ou une com- 
position alimentaire, caracterisee en qu'elle com- 

55 prend des microparticules, en particulier des 
microcapsules, telles que d6f inies dans I'une quel- 
conque des revendications 25 k 33, ou telles 
qu'obtenues par le proc6d6 selon Tune quelconque 
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des revendications 1 & 24. 
Claims 

1. A process for the manufacture of microparticles, in s 
particular microcapsules, characterised in that an 
essentially homogeneous solution of a substance 

or mixture of substances in a solvent is first pre- 
pared, an emulsion of the solution is produced in a 
dispersing liquid forming a continuous phase, in io 
which said substance or said mixture is essentially 
insoluble, and forming a disperse phase, and a 
chemical or physicochemical reaction is then initi- 
ated in the disperse phase by modification of the in 
situ chemical composition of said substance or said 
mixture in the disperse phase through the addition 
of an agent which is essentially insoluble in or 
immiscible with the continuous phase, under the 
conditions of addition, thereby modifying the physi- 
cochemical state resulting in the insolubilization of 
the substance or mixture of substances and in the 
individualization of said microparticles, in the pres- 
ence of the starting solvent, said microparticles 
then being recovered. 

2. A process according to claim 1, characterised in 
that the agent which is essentially insoluble in or 
immiscible with the continuous phase, under the 
conditions of addition, and which it is desired to 
incorporate into the disperse phase is present as a 
solution in a solvent which is miscible with the sol- 
vent of the disperse phase and which has a lower 
affinity for the dispersing liquid of the continuous 
phase than for the disperse phase. 

3. A process according to claim 1 or 2, characterised 
in that a substance selected from nucleic acids, a 
protein or a polysaccharide, or various mixtures of 
these substances, is used as the abovementioned 
substance or mixture of substances. 

4. A process according to claims 1 to 3, characterised 
in that the formation of covalent bonds, in particular 
esterifications and amidations, or the formation of 
ionic bonds between the ionizable groups of a sub- 
stance or mixture of substances is effected as the 
chemical reaction. 

5. A process according to one of claims 1 to 3, charac- 
terised in that a reaction selected from a coacerva- 
tion, precipitation or insolubilization reaction is 
effected as the physicochemical reaction. 

6. A process according to one of claims 1 to 5, charac- 
terised in that the abovementioned agent which is 
essentially insoluble in or immiscible with the con- 
tinuous phase causes a phase separation within 
the initially homogeneous solution of the disperse 



phase, the gelling of said solution of the disperse 
phase or a loss of solubility of the disperse phase 
by condensation or polymerization. 

7. A process according to one of claims 1 to 3 or 6, 
characterised in that the abovementioned agent 
which is essentially insoluble in or immiscible with 
the continuous phase, under the conditions of addi- 
tion, is a non-solvent for the substance or mixture of 
substances solubilized in the solvent of the dis- 
perse phase, or said agent causes a pH modifica- 
tion, or said agent comprises at least one 
electrolyte, or said agent comprises at least one 
molecule capable of reacting with the substance or 
substances dissolved in the disperse phase of the 
emulsion. 

8. A process according to one of claims 1 to 3 or 5 to 
7, characterised in that the non-solvent for the sub- 
stance or mixture of substances solubilized in the 
solvent of the disperse phase, which is essentially 
immiscible with the continuous phase under the 
conditions of addition, causes insolubilization of the 
disperse phase, in particular gelling or coagulation. 

9. A process according to one of claims 5 to 8, charac- 
terised in that the non-solvent is selected from an 
alcohol, in particular a C r C 6 lower alcohol, prefer- 
ably ethyl alcohol, or a ketone, in particular a C 2 -C 6 
lower ketone, preferably acetone. 

1 0. A process according to one of the preceding claims, 
characterised in that the following successive steps 
are performed: 

a) an aqueous solution of a substance selected 
from nucleic acids, a protein or a polysaccha- 
ride, or various mixtures of these substances, 
is prepared; 

b) a hydrophobic liquid is provided in which the 
abovementioned substance or substances are 
essentially insoluble; 

c) the hydrophobic liquid and the aqueous 
phase are mixed to form an emulsion in which 
the aqueous solution is the disperse phase and 
the hydrophobic liquid is the continuous phase; 

d) the non-solvent for the substance solubilized 
in the disperse phase is added to the emulsion 
in proportions such that said non-solvent is 
essentially immiscible with the continuous 
phase, thereby forming microparticles by gel- 
ling or coagulation; 

e) the microparticles formed by said gelling or 
said coagulation are collected by physical sep- 
aration means, for example by filtration, centrif- 
ugation or decantation; and 

f) the cohesion of the microparticles is prefera- 
bly strengthened by crosslinking. 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



13 



25 



EP0 655 945B1 



26 



11. A process according to one of claims 1 to 3 or 7, 
characterised in that the first step is to produce an 
emulsion of an aqueous solution of a substance or 
mixture of substances capable of undergoing, by a 
chemical or physicochemical reaction, a variation in 
physicochemical state represented by ^solubiliza- 
tion caused by a pH modification, at a pH at which 
the physicochemical state of said substance or said 
mixture of substances is that of a solution whose 
viscosity is appropriate for the production of an 
emulsion; the pH is then varied by the addition of 
the abovementioned insoluble or immiscible agent, 
comprising a pH-modifying substance dissolved in 
an organic solvent miscible with the aqueous 
phase, in order to initiate the chemical or physico- 
chemical reaction and bring the substance or mix- 
ture of substances into a physicochemical state 
which corresponds to insolubilization of the sub- 
stance or mixture and which results in the formation 
of physically individualized micropartides. 

12. A process according to claim 11, characterised in 
that the pH-modifying substance used is an acid, a 
base or a buffer, depending on the desired pH 
value. 

13. A process according to claim 11 or 12, character- 
ised in that the following successive steps are per- 
formed: 

a) an aqueous solution of a substance selected 
from nucleic acids, a polysaccharide or a pro- 
tein, or various mixtures of these substances, 
is prepared, the pH being chosen so that the 
substance or mixture of substances forms an 
essentially homogeneous solution whose vis- 
cosity is compatible with the production of an 
emulsion; 

b) a hydrophobic liquid is provided in which the 
abovementioned substance or substances are 
essentially insoluble; 

c) the hydrophobic liquid and the aqueous 
phase are mixed to form an emulsion; 

d) either a solution of an alkaline substance in 
an organic liquid miscible with the aqueous 
phase is added to the emulsion, if it is desired 
to render the aqueous phase alkaline, or a 
solution of an acid substance in an organic liq- 
uid miscible with the aqueous phase is added 
to the emulsion, if it is desired to acidify the 
aqueous phase; 

e) after a predetermined period of time 
required to effect the coacervation of the ini- 
tially solubilized substance or substances, the 
micropartides formed are collected by centrifu- 
gation or filtration; and 

f) the cohesion of the micropartides is prefera- 
bly strengthened by crosslinking. 



14. A process according to claim 13, characterised in 
that the agent used for crosslinking the abovemen- 
tioned polyamino, polycarboxylic or polyhydroxylic 
compounds or a mixture thereof is a Afunctional 

5 agent such as formaldehyde, glutaraldehyde and 
dialdehydes, acid dichlorides, acid dianhydrides, 
diisocyanates, diimidoesters, bischloroformates 
and succinimides, or an agent which activates car- 
boxyl groups to form amide bonds with the amino 

to groups or ester bonds with the alcohol groups of the 
substance or mixture of substances, such as a car- 
bodiimide or an azide. 

15. A process according to any one of the preceding 
15 daims, characterised in that the protein used is 

preferably selected from collagen or a collagen 
derivative, preferably atelocollagen, or the polysac- 
charide used is preferably selected from a gly- 
cosaminoglycan or chitosan. 

20 

16. A process according to one of claims 1 to 4 and 5, 
characterised in that a chemical transacyiation 
reaction is carried out which takes place at alkaline 
pH between a polysaccharide carrying esterified 

25 carboxyl groups and either a polyamino substance, 
for example a protein, or a polyhydroxylic sub- 
stance, for example a polysaccharide carrying 
hydroxyl groups. 

30 17. A process according to claim 16, characterised in 
that it comprises the following steps: 

a) a neutral, i.e. unreactive, aqueous solution is 
prepared which contains on the one hand a 

35 polysaccharide carrying esterified carboxyl 

groups and on the other hand either a 
polyamino substance, for example a protein, or 
a polyhydroxylic substance, for example a 
polysaccharide carrying hydroxyl groups; 

40 b) a hydrophobic liquid is provided in which the 

esterified polysaccharide and the polyamino or 
polyhydroxylic substance are essentially insol- 
uble; 

c) the hydrophobic liquid and the aqueous solu- 
45 tion are mixed to form an emulsion; 

d) a solution of an alkaline substance in an 
organic liquid miscible with the aqueous phase 
is added to the emulsion, making it possible to 
obtain physicochemical conditions favorable to 

so the reaction between the polyamino substance 

or the polyhydroxylic substance and the 
polysaccharide carrying esterified carboxyl 
groups; and 

e) after a predetermined period of time 
55 required to effect a transacyiation reaction, 

thereby forming micropartides, in particular 
microcapsules, the emulsion is neutralized, 
preferably by the addition, to the emulsion, of a 
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solution of an acid substance in an organic liq- 
uid miscible with the aqueous phase, which 
neutralizes and stabilizes the microparticies 
formed, in particular the microcapsules formed. 

18. A process according to claim 17, characterised in 
that the emulsion formed is an emulsion of the 
aqueous solution as the disperse phase in the 
hydrophobic liquid forming the continuous phase. 

19. A process according to one of claims 1 to 18, char- 
acterised in that the substance used is a polysac- 
charide which is capable of associating specifically 
with an ion or a polyion to form a gel, said polysac- 
charide preferably being selected from kappa- and 
iota-carrageenan, a pectin with a low degree of 
methylation, an alginate and gellan gum preferably 
having a high molecular weight of at least 500,000 
daltons. 

20. A process according to claim 19, characterised in 
that gellan is used in aqueous solution at a concen- 
tration of between 0.1 and 5% and preferably of 
about 0.6% (w/v). 

21. A process according to claim 19 or 20, character- 
ised in that an ethanolic solution is produced which 
contains calcium, magnesium, sodium or potas- 
sium ions so that the solution is brought to an ion 
concentration of between 1 and 400 mM. 

22. A process according to claim 19, characterised in 
that kappa- or iota-carrageenan, which gels in the 
presence of potassium or calcium ions respectively, 
is used; the carrageenan is dissolved in the cold, at 
neutral or alkaline pH, in concentrations of between 
0.1 and 5% (w/v), the temperature is raised to 
around 80°C and an emulsion is produced by dis- 
persion in a hydrophobic liquid; gelling of the drop- 
lets is then caused by the addition of an alcoholic 
solution containing potassium or calcium ions, 
according to whether the aqueous solution contains 
kappa- or iota-carrageenan. 

23. A process according to claim 19, characterised in 
that the polysaccharide used is a pectin with a low 
degree of methylation, which forms solutions gella- 
ble in the presence of calcium ions, the pectin solu- 
tion being produced at a concentration of between 
0.1 and 10% (w/v) in the cold at neutral pH, an 
emulsion is then produced by dispersion in a hydro- 
phobic liquid and, finally, calcium ions are then 
added in the form of an alcoholic solution of calcium 
chloride. 

24. A process according to claim 19, characterised in 
that the polysaccharide used is a 1 to 5% (w/v) 
solution of sodium alginate. 



25. Micropartides, in particular microcapsules, charac- 
terised in that they are produced from substances 
or mixtures of substances comprising carboxyl 
groups, amino groups and/or alcohol groups that 
5 are crosslinked by an activator following the activa- 
tion of the carboxyl groups with no bridges being 
formed so as to form amide bonds with the amino 
groups and/or ester bonds with the alcohol groups. 

w 26. Microparticies or microcapsules, characterised in 
that the microparticies comprise in bulk the reaction 
product between a polysaccharide carrying esteri- 
fied carboxyl groups and either a polyamino sub- 
stance, such as for example a protein, or a 

is polyhydroxylic substance, such as for example a 
polysaccharide; said microcapsules have a wall 
consisting of the reaction product between a 
polysaccharide carrying esterified carboxyl groups 
and either a polyamino substance, such as for 

20 example a protein, or a polyhydroxylic substance, 
such as for example a polysaccharide. 

27. Microparticies, in particular microcapsules accord- 
ing to one of claims 25 or 26, characterised in that 

25 the abcvementioned substance or substances are 
chosen from the group consisting of a protein, a 
polysaccharide or a nucleic acid, mixtures of pro- 
teins, mixtures of polysaccharides or mixtures of 
proteins or polysaccharides, optionally with nucleic 

30 acids. 

28. Microparticies, in particular microcapsules accord- 
ing to one of claims 25 or 27, characterised in that 
the proteins are chosen from the group consisting 

35 of a-lactalbumin, p-lactoglobulin, caseins, ovalbu- 
min, animal albumins, blood globulins, hemoglobin, 
fibrinogen, collagen, atelocollagen, gelatin, keratin, 
vegetable albumins, vegetable globulins, glutenins 
and gliadin; the protein extracts derived from milk, 

AO silk, cereals, leguminous plants, algae and fish; the 
abcvementioned polysaccharide is chosen from the 
group consisting of agar, agarose, agaropectin, car- 
rageenans, alginates, pectins, amylose, amylopec- 
tin, starch, modified starches, galactomannans 

45 (such as guar, carob), glucomannan, konjac, modi- 
fied celluloses, inulin, xanthan, dextran, curdlan, 
gellan, chitosan, chondroitin sulfates, hyaluronic 
acid, dermatan sulfate, heparan sulfate, heparin, 
keratan sulfate; nucleic acid is chosen from ribonu- 

50 cleic acid and deoxyribonucleic acid. 

29. Microparticies, in particular microcapsules accord- 
ing to one of claims 25 to 28, characterised in that 
the abcvementioned polysaccharide associates 

55 specifically with cations or polycations to form a gel . 

30. Microparticies, in particular microcapsules accord- 
ing to claim 29, characterised in that the abovemen- 
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tioned polysaccharide is chosen from the group 
consisting of a kappa- or iota-carrageenan, a pectin 
with a low degree of methylation, an alginate and a 
gelian gum. 

31 . Microparticles or microcapsules according to one of 
claims 25 to 30, characterised in that the esterrfied 
polysaccharide is a propylene glycol alginate or a 
pectin with a low degree of methylation, which 
forms a solution gellable in the presence of calcium 
ions. 

32. Microparticles or microcapsules according to one of 
claims 25 to 31, characterised in that the above- 
mentioned polyamino or polyhydroxylic substance 
is chosen from human serum albumin, gelatin, 
whey proteins, ovalbumin, an atelocollagen and 
chondroitin sulfate or carboxymethyl cellulose mix- 
ture. 

33. Microparticles. in particular microcapsules, accord- 
ing to one of claims 25 to 32, characterised in that 
they are lyophilized. 

34. A composition such as a cosmetic composition, a 
pharmfceutical composition or a food composition, 
characterised in that it comprises microparticles, in 
particular microcapsules, such as defined in any 
one of claims 25 to 33, or such as obtained by the 
process according to any one of claims 1 to 24. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Hersteliung von Mikroteilchen, ins- 
besondere Mikrokapseln, dadurch gekennzeichnet, 
daft zuerst eine im wesentlichen homogene Ldsung 
einer Substanz Oder einer Mischung von Substan- 
zen in einem LOsungsmittel hergestellt wird, daft 
eine Emulsion der LOsung in einer Dispergierflus- 
sigkert erzeugt wird, indem eine kontinuierliche 
Phase gebildet wird, in der die Substanz oder die 
Mischung im wesentlichen unl&slich ist, und indem 
eine disperse Phase gebildet wird, und daB 
anschlieBend eine chemische oder physikochemi- 
sche Reaktion in der dispersen Phase durch in situ- 
Modrfikation der chemischen Zusammensetzung 
der Substanz oder der Mischung in der dispersen 
Phase ausgelGst wird, indem ein, unter den Zusatz- 
bedingungen, im wesentlichen in der kontinuierli- 
chen Phase nicht idsliches oder mit dieser nicht 
mischbares Mittel zugesetzt wird, wodurch eine 
Modif ikation des physikochemischen Zustands her- 
vorgerufen wird, die zu einer Insolubilisation der 
Substanz oder der Mischung von Substanzen und 
zur einzelnen Auftrennung der Mikroteilchen in 
Anwesenheit des AusgangslOsungsmittels fuhrt, 
wobei die Mikroteilchen dann gewonnen werden. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG das, unter den Zusatzbedingungen, 
im wesentlichen in der kontinuierlichen Phase nicht 
IGsliche oder mit dieser nicht mischbare Mittel, das 

5 in die disperse Phase eingeschlossen werden soil, 
im gelGsten Zustand in einem LOsungsmittel vor- 
liegt, das mit dem LOsungsmittel der dispersen 
Phase mischbar ist und eine Affinrtat fQr die Disper- 
gierf lussigkeit der kontinuierlichen Phase aufweist, 

10 die niedriger ist als die Affinitat fur die disperse 
Phase. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dal3 als Substanz oder Mischung 

75 von Substanzen eine Substanz verwendet wird, die 
aus Nucleinsduren, einem Protein, oder einem 
Polysaccharid, oder den verschiedenen Mischun- 
gen dieser Substanzen ausgewahlt wird. 

20 4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft als chemische Reaktion die Bildung 
kovalenter Bindungen, insbesondere Veresterun- 
gen und Amidierungen, oder die Bildung ionischer 
Bindungen zwischen den ionisierbaren Gruppen 

25 einer Substanz oder einer Mischung von Substan- 
zen durchgefOhrt wird. 

5. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB als physikochemi- 

30 sche Reaktion eine Reaktion durchgef uhrt wird, die 
aus einer Koazervation, Ausfailung oder Desolvata- 
tion ausgewahlt wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
35 dadurch gekennzeichnet, daB das in der kontinuier- 
lichen Phase im wesentlichen nicht lOsliche oder 
mit dieser nicht mischbare Mittel zu einer Phasen- 
trennung in der anfanglich homogenen LOsung der 
dispersen Phase, oder zu einer Geiierung der 

40 LGsung der dispersen Phase oder zu einem Solubi- 
litatsverlust der dispersen Phase durch Kondensa- 
tion oder durch Polymerisation fuhrt. 

7. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3 oder 
45 6, dadurch gekennzeichnet, daB das, unter den 

Zusatzbedingungen, in der kontinuierlichen Phase 
im wesentlichen nicht lOsliche oder mit dieser nicht 
mischbare Mittel ein Nicht-Ldsungsmittel fur die 
Substanz oder die Mischung von Substanzen ist, 

so die im Ldsungsmittel der dispersen Phase solubili- 
siert ist (sind), oder das Mittel zu einer Modif ikation 
des pH fOhrt, oder das Mittel zumindest einen Elek- 
trolyten umfaBt, oder das Mittel zumindest ein 
Molekul umfaBt, das mit der oder den in der disper- 

55 sen Phase der Emulsion gelOsten Substanzen rea- 
gieren kann. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3 oder 5 
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bis 7, dadurch gekennzeichnet, daft das Nicht- 
LOsungsmittel fur die Substanz Oder die Mischung 
von Substanzen, die im LOsungsmittel der disper- 
sen Phase solubilisiert ist (sind), welches unter den 
Zusatzbedingungen mit der kontinuier lichen Phase 5 
im wesentlichen nicht mischbar ist, eine Insolubili- 
sation der dispersen Phase, insbesondere eine 
Gelierung Oder Koagulation, hervorruft. 

9. Veilahren nach einem der AnsprQche 5 bis 8, 10 
dadurch gekennzeichnet, daft das Nicht-L6sungs- 
mittel aus einem Alkohol, insbesondere einem nie- 
deren CrCe-Alkohol, vorzugsweise Ethylalkohol, 
oder einem Keton, insbesondere einem niederen 
C 2 -C 6 -Keton, vorzugsweise auch Aceton, ausge- 15 
wahlt wird. 

1 0. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daft die foigenden 
aufeinanderfolgenden Schritte durchgefuhrt wer- 20 
den: 

a) eine wasserige LGsung einer Substanz wird 
hergesteilt, die aus Nucleins&uren, einem Pro- 
tein oder einem Polysaccharid oder den ver- 25 
schiedenen Mischungen dieser Substanzen 
ausgewahlt wird; 

b) eine hydrophobe FIQssigkeit wird vorgese- 
hen, in der die Substanz oder die Substanzen 

im wesentlichen unlOslich sind; 30 

c) die hydrophobe Flussigkert und die wasse- 
rige Phase werden gemischt, um eine Emul- 
sion zu bilden, in der die wasserige LOsung die 
disperse Phase ist, und die hydrophobe FIQs- 
sigkeit die kontinuierliche Phase ist; 35 

d) der Emulsion wird das Nicht-L6sungsmittel 
der in der dispersen Phase solubilisierten 
Phase in derartigen Mengen zugesetzt, daft 
das Nicht-L6sungsmittel mit der kontinuierli- 
chen Phase im wesentlichen nicht mischbar ist, 40 
wobei so Mikroteilchen durch Gelierung oder 
Koagulation gebildet werden; 

e) mit physikalischen Trennmitteln, beispiels- 
weise durch Filtration, Zentrifugation oder 
Dekantieren, werden die durch die Gelierung 45 
oder Koagulation gebildeten Mikroteilchen 
gewonnen; 

f) vorzugsweise wird die Kohasion der Mikro- 
teilchen durch eine Vernetzung verstarkt 

50 

11. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3 oder 
7, dadurch gekennzeichnet, daB zuerst eine Emul- 
sion einer wasserigen LGsung einer Substanz oder 
einer Mischung von Substanzen erzeugt wird, wel- 
che durch chemische oder physikochemische 55 
Reaktion eine Variation des physikochemischen 
Zustands eingehen kOnnen, die sich in einer Insolu- 
bilisation zeigt, welche durch eine Modifikation des 



pH auf einen pH hervorgerufen wird, bei dem der 
physikochemische Zustand der Substanz oder der 
Mischung von Substanzen jener einer LOsung mit 
einer zur Erzeugung einer Emulsion geeigneten 
Viskositat ist; und daB anschlielBend der pH variiert 
wird, indem das nicht Idsliche oder nicht mischbare 
Mittel zugesetzt wird, das eine den pH modifizie- 
rende Substanz umfaBt, die in einem mit der was- 
serigen Phase mischbaren organischen 
LOsungsmrttel gelflst ist, um die chemische oder 
physikochemische Reaktion auszulOsen, und die 
Substanz oder die Mischung von Substanzen in 
einen physikochemischen Zustand zu bringen, der 
einer Insolubilisation der Substanz oder der 
Mischung von Substanzen entspricht, und der zur 
Bildung physisch einzeln aufgetrennter Teilchen 
fuhrt 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als den pH modrf izierende Substanz 
eine Saure, eine Base oder ein Puffer in Abhangig- 
keit vom gewQnschten pH-Wert verwendet wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB die foigenden aufeinanderfol- 
genden Schritte durchgefuhrt werden: 

a) eine wasserige Ldsung einer Substanz wird 
hergesteilt, die aus Nucleinsauren, einem Poly- 
saccharid oder einem Protein oder den ver- 
schiedenen Mischungen dieser Substanzen 
ausgewahlt wird, wobei der pH derart ausge- 
wahlt wird, daB die Substanz oder die 
Mischung von Substanzen eine im wesentli- 
chen homogene LGsung mit einer Viskositat 
bildet, die mit der Erzeugung einer Emulsion 
kompatibel ist; 

b) eine hydrophobe FIQssigkeit wird vorgese- 
hen, in der die Substanz oder die Substanzen 
im wesentlichen unlflslich sind; 

c) die hydrophobe FIQssigkeit und die wasse- 
rige Phase werden gemischt, um eine Emul- 
sion zu biiden; 

d) der Emulsion wird errtweder eine LOsung 
einer alkalischen Substanz in einer organi- 
schen Flussigkert, die mit der wasserigen 
Phase mischbar ist, zugesetzt, wenn die was- 
serige Phase aJkalisch gemacht werden soil, 
oder eine Ldsung einer sauren Substanz in 
einer organischen FIQssigkeit, die mit der was- 
serigen Phase mischbar ist, wenn die wasse- 
rige Phase angesauert werden soil; 

e) nach einem vorherbestimmten Zeitraum, der 
zur Durchfuhrung der Koazervation der 
anfanglich solubilisierten Substanz oder Sub- 
stanzen notwendig ist, werden die durch Zen- 
trifugation Oder Filtration gebildeten 
Mikroteilchen gewonnen; 
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f) vorzugsweise wird die KohSsion der Mikro- 
teilchen durch eine Vernetzung verstdrkt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Vernetzungsmittel polyaminierter, 5 
polycarboxylierter oder polyhydroxylierter Verbin- 
dungen oder ihrer Mischungen ein bifunktionelles 
Mittei, wie Formaldehyd, Glutaraldehyd und Dial- 
deyhde, Saurechloride, Sauredianhydride, Diiso- 
cyanate, Diimidoester, Bis-chloroformiate, 10 
Succinimide; Oder ein Aktivierungsmittel von Car- 
boxyl-Gruppen zur Bildung von Amid-Bindungen 
mit den aminierten Gruppen oder von Ester-Bin- 
dungen mit den Alkohol-Funktionen der Substanz 
oder der Mischung von Substanzen, wie ein Carbo- is 
diimid oder ein Azid, verwendet wird. 



den Ablaut der Reaktion zwischen der poiyami- 
nierten Substanz oder der polyhydroxylierten 
Substanz und dem veresterte Carboxyl-Grup- 
pen tragenden Polysaccharid vorteilhaft sind; 
e) nach einem vorherbestimmten Zeitraum, der 
zur Durchfuhrung einer Transacylierungsreak- 
tion notwendig ist, wodurch Mikroteilchen, ins- 
besondere Mikrokapseln, gebildet werden, 
wird eine Neutralisation der Emulsion vorge- 
nommen, indem vorzugsweise der Emulsion 
eine LOsung einer sauren Substanz in einer mit 
der wasserigen Phase mischbaren organi- 
schen Flussigkeit zugesetzt wird; wodurch die 
Mikroteilchen, insbesondere die gebiideten 
Mikrokapseln, neutralisiert und stabilisiert wer- 
den. 



1 5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB ein Protein, das 
vorzugsweise aus Kollagen oder einem Kollagen- 
Derivat, vorzugsweise Atelokollagen, ausgewahlt 
wird; Oder ein Polysaccharid, das vorzugsweise aus 
einem Glykosaminoglykan oder Chitosan ausge- 
wahlt wird, verwendet wird. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4 und 
15, dadurch gekennzeichnet. daB eine chemische 
Transacylierungsreaktion durchgefuhrt wird. die bei 
einem alkalischen pH zwischen einem Polysaccha- 
rid, das veresterte Carboxyl-Gruppen trSgt, und 
entweder einer polyaminierten Substanz, wie bei- 
spielsweise einem Protein, oder einer polyhydroxy- 
lierten Substanz, wie beispielsweise einem 
Polysaccharid, das Hydroxyl-Gruppen tragt, erfolgt 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es umfaBt: 

a) eine neutrale, daher nicht reaktive wasse- 
rige LOsung wird hergestellt, die einerseits ein 
veresterte Carboxyl-Gruppen tragendes Poly- 
saccharid und andererseits entweder eine 
polyaminierte Substanz, wie beispielsweise ein 
Protein, oder eine polyhydroxylierte Substanz, 
wie beispielsweise ein Hydroxyl-Gruppen tra- 
gendes Polysaccharid, enthait; 

b) eine hydrophobe Flussigkeit wird vorgese- 
hen, in der das veresterte Polysaccharid und 
die polyaminierte oder polyhydroxylierte Sub- 
stanz im wesentlichen unlOslich sind; 

c) die hydrophobe Flussigkeit und die wasse- 
rige LOsung werden gemischt, urn eine Emul- 
sion zu bilden; 

d) der Emulsion wird eine LOsung einer alkali- 
schen Substanz in einer mit der wasserigen 
Phase mischbaren organischen FIQssigkeit 
zugesetzt, wodurch das Erhalten physikoche- 
mischer Bedingungen ermOglicht wird, die fOr 



18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB eine Emulsion der wasserigen 

20 LOsung als disperse Phase in der hydrophoben 
Flussigkeit, welche die kontinuierliche Phase bildet, 
hergestellt wird. 

19. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 18, 
25 dadurch gekennzeichnet, daB als Substanz ein 

f^lysaccharid verwendet wird, das sich spezifisch 
mit einem Ion oder Polyion assoziieren kann. urn 
ein Gel zu bilden, vorzugsweise ausgewahlt aus 
Kappa- und lota-Carrageenan, einem schwach 
30 methylierten Pektin, einem Alginat und Gellan- 
Gummi vorzugsweise mit einer hohen Molmasse 
von zumindest 500 000 Dalton. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
35 zeichnet, daB Gellan bei einer Konzentration in 

wasseriger LGsung zwischen 0,1 und 5 % und 
bevorzugter von etwa 0,6 % (MAO verwendet wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, dadurch 
ao gekennzeichnet, daB eine ethanolische LOsung 

erzeugt wird, die Calcium- oder Magnesium- oder 
Natrium- oder Kaliumionen enthait. urn die LOsung 
auf eine lonenkonzentration zwischen 1 und 400 
mM zu fuhren. 

45 

22. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Kappa- oder lota-Carrageenan ver- 
wendet wird, das jeweils in Anwesenheit von 
Kalium- oder Calciumionen geliert; das Carrage- 

so enan kalt bei neutralem oder alkalischem pH in 
Kbnzentrationen zwischen 0,1 und 5 % (MA/) gelOst 
wird, die Temperatur auf etwa 80°C erhOht wird, 
und eine Emulsion durch Dispersion in einer hydro- 
phoben Flussigkeit erzeugt wird; und anschlieBend 

55 die Gelierung von TrOpfchen durch den Zusatz 
einer alkoholischen LOsung hervorgerufen wird, die 
Kalium- oder Calciumionen enthait, je nachdem, ob 
die wasserige LOsung Kappa- oder lota-Carrage- 
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enan enthait. 

23. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch getoenn- 
zeichnet, daB als Polysaccharid ein schwach 
methyliertes Pektin verwendet wird, das in Anwe- 5 
senheit von Calciumionen gelierbare Ldsungen bil- 
det; wobei die Pektin-LGsung bei einer 
Konzentration zwischen 0,1 und 10 % (MA/) kalt bei 
neutralem pH gebildet wird, dann eine Emulsion 
durch Dispersion in einer hydrophoben Fiussigkeit 10 
erzeugt wird, und dann schiieBlich Calciumionen in 
Form einer alkoholischen LOsung von Calciumchlo- 

rid zugesetzt wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- is 
zeichnet, daB als Polysaccharid eine 1 bis 5 % 
(M/V) Natriumalginat-Ldsung verwendet wird. 

25. Mikroteilchen, insbesondere Mikrokapseln, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie aus Substanzen 20 
Oder Mischungen von Substanzen hergestellt wer- 
den, die Carboxyl-Gruppen, Amin-Gruppen 
und/oder Alkohol-Funktionen umfassen, welche 
nach der Aktivierung der Carboxyl-Gruppen durch 

ein Aktivierungsmittel vernetzt werden, und welche 25 
**~ keine Brucken bilden, urn Amid-Bindungen mil den 
Amin-Gruppen und/oder Ester- Bindung en mit den 
Alkohol-Funktionen zu bilden. 

26. Mikroteilchen oder Mikrokapseln, dadurch gekenn- 30 
zeichnet, daft die Mikroteilchen in ihrer Masse das 
Reaktionsprodukt zwischen einem Polysaccharid, 
das veresterte Carboxyl-Gruppen tragi und entwe- 
der einer polyaminierten Substanz, wie beispiels- 
weise einem Protein, Oder einer polyhydroxylierten 35 
Substanz, wie beispielsweise einem Polysaccharid, 
umfassen; wobei diese Mikrokapseln eine Wand 
aufweisen, die aus dem Reaktionsprodukt zwi- 
schen einem Polysaccharid, das veresterte Car- 
boxyl-Gruppen tragt, und entweder einer 40 
polyaminierten Substanz, wie beispielsweise einem 
Protein, Oder einer polyhydroxylierten Substanz, 
wie beispielsweise einem Polysaccharid, besteht. 

27. Mikroteilchen, insbesondere Mikrokapseln, nach 45 
einem der Anspruche 25 oder 26, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB die Substanz oder die Substanzen 
ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus 
einem Protein, einem Polysaccharid oder einer 
NucleinsSure, Mischungen von Proteinen, so 
Mischungen von Polysacchariden oder Mischung 
von Proteinen oder Polysacchariden gegebenen- 
falls mit Nucleins&uren. 

28. Mikroteilchen, insbesondere Mikrokapseln, nach 55 
einem der Anspruche 25 oder 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Proteine ausgewdhlt sind aus der 
Gruppe bestehend aus a-Lactalbumin, p-Lactoglo- 



bulin, Caseinen, Ovalbumin, tierischen Albuminen, 
Blutglobulinen, Hamoglobin, Fibrinogen, Kollagen, 
Atelokollagen, Gelatine, Keratin, pflanzlichen Albu- 
minen, pflanzlichen Globulinen, Gluteninen, Glia- 
din; Protein-Extrakten, die von Milch, Soja, 
Zerealien, HQIsenfrOchten, Algen, Fisch stammen; 
das Polysaccharid ausgewahlt ist aus der Gruppe 
bestehend aus Agar, Agarose, Agaropektin, Carra- 
geenanen, Alginaten, Pektinen, Amylose, Arny- 
lopektin, Amidon, modifizierten Amidonen, 
Galactomannanen, wie Guar, Johannisbrot, Gluco- 
mannan, Konjac, modifizierten Cellulosen, Inuiin, 
Xanthan, Dextran, Curdlan, Gellan, Chitosan, 
Chondroitinsurfaten, Hyaluronsaure, Dermatansul- 
fat, Heparansulfat, Heparin, Keratansulfat; und die 
Nucleinsdure ausgewahlt ist aus Ribonucleinsdure 
und Desoxyribonucleinsdure. 

29. Mikroteilchen, insbesondere Mikrokapseln, nach 
einem der Anspruche 25 bis 28, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sich das Polysaccharid spezif isch mit 
den Kationen oder Polykationen assoziiert, urn ein 
Gel zu bilden. 

30. Mikroteilchen, insbesondere Mikrokapseln, nach 
Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Polysaccharid ausgewahlt ist aus der Gruppe 
bestehend aus einem Kappa- oder lota-Carrage- 
enan, einem schwach methylierten Pektin, einem 
Alginat und Gellan-Gummi. 

31. Mikroteilchen oder Mikrokapseln nach einem der 
Anspruche 25 bis 30, dadurch gekennzeichnet, daB 
das veresterte Polysaccharid ein Propylenglykolal- 
ginat oder ein schwach methyliertes Pektin ist, das 
eine in Anwesenheit von Calciumionen gelierbare 
LGsung bildet. 

32. Mikroteilchen oder Mikrokapseln nach einem der 
Anspruche 25 bis 31 , dadurch gekennzeichnet, daB 
die polyaminierte oder polyhydrolysierte Substanz 
ausgewahlt ist aus Humanserumalbumin, Gelatine, 
Proteinen von Lactoserum, Ovalbumin, einer 
Mischung von Atelokollagen und Chondro'rtinsulfat 
oder Carboxymethylcellulose. 

33. Mikroteilchen, insbesondere Mikrokapseln, nach 
einem der Anspruche 25 bis 32, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie lyophilisiert sind. 

34. Zusammensetzung, wie eine kosmetische 
Zusammensetzung oder eine pharmazeutische 
Zusammensetzung oder eine alimentare 
Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie Mikroteilchen, insbesondere Mikrokapseln, wie 
in einem der Anspruche 25 bis 33 definiert, oder 
wie durch das Verfahren nach einem der Anspru- 
che 1 bis 24 erhalten, umfaBt. 
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